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摘  要 
NADH 氧化酶（NOX）是一类催化 NADH 氧化为 NAD+，并消耗 O2 的氧化
还原酶。由于其在维持生物体内 NAD+/NADH 平衡、辅因子再生和抵抗氧毒害
等方面发挥着重要作用，因此受到越来越广泛关注。 
本研究克隆出短乳杆菌 Lactobacillus brevis ATCC 367 基因组中的 NADH 氧
化酶基因 nox，实现了在 E. coli BL21(DE3)中的有效表达。在克隆表达的基础之




一、在 E. coli BL21(DE3)实现了 NADH 氧化酶的异源表达。 以 Lactobacillus 
brevis ATCC 367 中相应基因为模板，通过 PCR 扩增目的基因 nox，构建重组表
达菌株 BL21-pET32a-nox。NOX 酶活性最适 pH 为 7.0，最适温度为 37 ℃。测
得细胞抽提液中 NOX 比活性为 28.9 U/mg，动力学参数 Km和 Vmax 分别为 62.6 
μM、5.99 μM/min。 
二、对 NOX 基因进行密码子优化，提高蛋白表达量。为了提高 NOX 在 E. coli 
BL21(DE3)中的蛋白表达量，在不改变氨基酸序列的情况下，本文从两个方面对
nox 进行优化。一方面，利用定点突变技术，提高基因起始密码子下游 2－6 位
密码子 AT 含量，从而提高目标蛋白的表达量，这可能是由于更易形成结构松散
的 mRNA，提高翻译起始复合物形成效率。另一方面，从全局出发对整个基因
序列进行重新排列，以使得密码子使用频率与 E. coli BL21(DE3)基因组密码子使
用频率保持一致，从而提高目的蛋白的表达量。实验结果表明，利用定点突变技
术局部优化基因结构，细胞抽提液中 NOX 比活性提高至 59.9 U/mg，而全序列
优化后，细胞抽提液中 NOX 比活性提高至 73.3 U/mg。利用制备型液相色谱对
细胞抽提液进行纯化，纯化后 NOX 比活性可达 213.8 U/mg。 
三、构建了 NADH 氧化酶与甘油脱氢酶的融合蛋白（GDH-NOX）。运用


















动力学参数分别为：Vmax(Gly)为 20 μM/min，米氏常数 Km(Gly) 19.4 mM ，Vmax(NADH)
为 12.5 μM/min，米氏常数 Km(NADH)为 51.3 μM。为了进一步探讨 NOX 在生物催
化中的应用，分别用大肠杆菌 BL21，NOX 重组表达菌 BL21-pET32a-nox，GDH
重组表达菌 BL21-pET32a-gdh，GDH-NOX 重组表达菌 BL21-pET32a-gdh-nox 的
各细胞抽提液对甘油进行生物转化，结果显示，BL21-pET32a-gdh 细胞抽提液催
化甘油产 DHA，DHA 浓度可达 172.2 mg/L。而含融合酶 GDH-NOX 细胞抽提液
催化甘油产 DHA，DHA 浓度可达 40.1 mg/L，这可能是由于融合蛋白对底物具
有空间位阻作用。利用 BL21-pET32a-nox 和 BL21 细胞抽提液进行催化时，产物
浓度均低于 25 mg/L。 
 





































NADH Oxidase (NOX, EC1.6.99) is a kind of oxidoreductase that catalyzes the 
oxidation of NADH by oxygen to yield H2O and NAD
+
. Since NOX can be used to 
the regeneration of NAD and it is also a part of the oxygen defense system of 
facultative anaerobes such as Lactobacillus. In the past, lots of works have been done 
to uncover the essence of NOX. 
In our research, the gene nox from Lactobacillus brevis ATCC 367 encoding 
NOX was engineered and expressed in Escherichia coli BL21(DE3). On the basis of 
cloning and expression, silent mutations were introduced into codons immediately 
downstream of the initiation codon. Furthermore, the nox was de novo synthesized by 
chemical methods according to Escherichia coli codon usage and the codon 
adaptation index (CAI) value was improved from 0.39 to 0.53. The last，we 
constructed the glycerol dehydrogenase and NOX fusion protein by SOE-PCR to 
further explore the application of NOX in biocatalyis. Major works were listed as 
follow: 
We transformed the newly constructed plasmid pET32a-nox into the Escherichia 
coli BL21(DE3) strain. The NOX favorite environment for enzyme activity was at 
37 ℃ and pH 7.0, and the specific activity was up to 28.9 U/mg of extracts. The 
kinetic parameters Km ,Vmax were 62.6 μM and 5.99 μM/min respectively.  
We take two strategies to improve NADH oxidase expression. The research 
indicates that the high AT-content in the region adjacent to the initiation codon and 
codon usage of the whole gene sequence consistent with the host have enhacing effect 
on translation. Based on the findings in this paper and others repoted, we propose that 
making codon usage of gene identical to the host and AT-rich content immediately 
downstream of initiation codon may be generally methods for heterologous 
expression in E.coli. The NOX specific activity of the gene with high AT-content in 
















type. Furthermore, the specific activity was upto 73.3 U/mg when the gene sequence 
consistent with the host, which almost 2.5-fold higher than the wild type. Then 
his-tagged enzyme was purified by using Ni-IDA column and the specific activity was 
up to 213.8 U/mg after purification.  
We have engineered fusion enzyme (GDH-NOX) of glycerol dehydrogenase and 
NADH oxidase. The fusion enzyme was successfully expressed in Escherichia coli 
and characterized. The kinetic parameters for two substrates were Vmax(Gly) 20μM/min, 
Km(Gly) 19.4 mM, Vmax(NADH) 12.5 μM/min,  Km(NADH)为 51.3μM. To further explore 
the application of NOX in biocatalysis, we used the cell extracts of BL21, 
BL21-pET32a-nox, BL21-pET32a-gdh, BL21-pET32a-gdh-nox to catalytic glycerol 
respectively. The results show that DHA concentration were172.2 mg/L and 40.1 
mg/L with extract of BL21-pET32a-gdh and BL21-pET32a-gdh-nox respectively. 
While the DHA concentrations were less than 25 mg/L when used extracts of 
BL21-pET32a-nox and BL21 as the catalysts. We specultate the fusion protein may 
having a steric hindrance of substrate according to the data. 
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1.1 NADH 氧化酶概况 






1.1.1 NADH 氧化酶分类、来源与应用 
经研究发现，许多微生物中都存在 NADH 氧化酶。根据其产物的不同，可将
NOX 分为两类：一类为 NADH 过氧化酶（或 H2O2 型 NADH 氧化酶，简写为
NOX-1），其产物为H2O2，另一类就是通常所说的NADH氧化酶（或H2O型NADH
氧化酶，简写为 NOX-2），其产物为 H2O。在生成 H2O2和 H2O 的过程中分别发
生 2 个和 4 个电子转移[1,2]。 
   Condon
[3]早在 1987 年就提出了乳酸菌中普遍存在 NOX，并推测其在乳链球
菌中扮演着氧代谢酶的作用。1992 年 Park 等[4]报道了嗜热栖热菌（Thermus 
thermophilus）中存在 NOX－1 活性。Niimura 等[5]于 1993 年报道发现了木聚糖
双芽孢杆菌（Amphibacillus xylanus）中也具有 NOX－1 活性。 表 1 为部分不同



























表 1.1 不同菌中的 NADH 氧化酶 
Tab 1.1 NADH Oxidase from different strains 
来源菌 类型 亚基个数 辅基信息 分子量 参考文献 
Lactobacillus 
brevis 
NOX-2 2 2FAD 
 



































































   不同类型NOX有着不同程度的应用，由于NOX-1氧化NADH的产物为H2O2，
容易使脱氢酶系失活，若应用于“辅因子再生”工程，则需在反应体系中额外加
入过氧化氢酶，从而使体系复杂化，因此在工业应用上受到了一定的限制。 
1.1.2 NADH 氧化酶结构与生理功能 
   NADH 氧化酶尽管来源广泛，但在一级结构上表现出普遍的类似性，具有
NADH 和 FAD 结合域。图 1.1 为不同来源菌 NOX 部分氨基酸序列比较[12]， 

















图 1.1  NOX 部分序列比较。(*) 相同，(:)高度相似，(.) 低相似性 
Fig.1.1 Comparison of the primary structures of bacterial NOX. (*) identity, (:) high 
similarity, (.) low similarity 
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